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摘要 通过四氮唑蓝盐化合物( MTS) 和重要氧化还原酶及其代谢物的试剂盒检测等方法，考察了姜黄素对
食管癌 KYSE410细胞生长以及对细胞氧化还原状态和代谢的影响． 结果表明，姜黄素对 KYSE410细胞具有
较强的抑制作用，其 IC50 = 17. 9 μmol /L． 进一步研究发现，姜黄素可引起细胞培养上层清液中超氧化物歧化
酶 ( SOD) 和丙二醛 ( MDA) 水平发生变化． 当姜黄素浓度为 40 μmol /L 时，MDA 水平比对照组提高了
125. 1%，而 SOD水平则降低了 43. 2%; 同时，乳酸水平降低了 44. 4%，乳酸脱氢酶的活性下降了 58. 2%，丙
酮酸激酶的活性升高了 216. 7%． 姜黄素可能通过干扰氧化还原途径，致使发生脂质过氧化反应，并抑制肿
瘤细胞糖酵解作用，进而抑制食管癌 KYSE410细胞增殖．
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坏 DNA结构，诱发基因突变，增加细胞癌变的机率． MDA 是不饱和脂肪酸发生脂质过氧化反应的产







催化二磷酸腺苷( ADP) 形成三磷酸腺苷( ATP) ，并产生丙酮酸． 肿瘤细胞中丙酮酸激酶主要是以低活
性的 M2形式存在，而在正常细胞中 M2则以高活性的四聚体形式存在． 因此，激活肿瘤细胞的 M2，使
之形成四聚体后则无法进入细胞核发挥功能，从而抑制糖酵解［17～20］．
姜黄素来源于药用植物姜黄，而姜黄是食用材料咖喱的主要成分，因而对于药食同源的姜黄素的
研究还有待深入与拓展［21～24］． 目前，关于姜黄素对食管癌 KYSE410细胞作用的研究鲜见报道［25～28］． 本
文考察了姜黄素对食管癌 KYSE410细胞的抑制作用． 通过四氮唑蓝盐化合物( MTS) 法结合形态观察研








清白蛋白( BSA) 及三羟甲基氨基甲烷( Tris) ，生工生物工程( 上海) 股份有限公司; 改良 Eagle 培养基
( DMEM) 粉末、碳酸氢钠( NaHCO3 ) 、四氮唑蓝盐化合物( MTS) 、二甲基亚砜( DMSO) 、胰酶、胎牛血
清( FBS) 、乳酸脱氢酶试剂盒和丙酮酸激酶试剂盒，美国 Sigma 公司; 丙二醛( MDA) 试剂盒和超氧化
物歧化酶( SOD) 试剂盒，武汉伊莱瑞特公司; 乳酸试剂盒，中国艾美捷公司; 蛋白定量试剂盒，北京天
根公司; 姜黄素购自 Sigma公司． 所用化学试剂均为市售分析纯．
60和 100 mm细胞培养皿及 6孔和 96孔细胞培养板，广州洁特生物过滤股份有限公司; BB15 型
细胞培养箱和 905-ULTS型超低温冰箱，美国 Thermo公司; M-3550型酶标仪，Bio-Ｒad公司; 移液枪和
5417Ｒ超速离心机，德国 Eppendorf公司; AX20型倒置显微镜，德国 Zeiss公司; DK-S12型水浴锅，上
海森信公司; VCX-TB超声波细胞破碎仪，美国 Sonics ＆ Materialsinc公司．
1．2 实验过程
1．2．1 细胞的复苏、传代与培养 DMEM培养液的配制: 向 1 L容量瓶中加入约 900 mL二次蒸馏水进
行灭菌，然后将 13. 4 g DMEM粉和 3. 7 g 碳酸氢钠溶于水中，用盐酸( HCl) 调节 pH= 7. 4，定容至 1 L．
过滤除菌． 使用前加入 10%( 体积分数) 的 FBS，再按 1 ∶ 1000的体积比加入双抗．
磷酸缓冲液( PBS) 的配制: 向 1 L 容量瓶中加入约 900 mL 二次蒸馏水，再称量 0. 2 g 氯化钾、
0. 24 g 磷酸二氢钾、8 g 氯化钠和 1. 44 g 磷酸氢二钠，溶解于水中用 HCl调节 pH= 7. 4，定容至 1 L．
胰酶消化液的配制: 将 0. 5 g胰蛋白酶和 0. 2 g 乙二胺四乙酸( EDTA) 溶解于 100 mL PBS 缓冲液
中，配制成母液，使用前稀释 10倍即可．
细胞冻存液的配制: 将 90%( 体积分数) 的 FBS和 10% ( 体积分数) 的 DMSO 相互溶解，于－80 ℃
保存．
细胞的复苏: 将－80 ℃冻存的 KYSE410细胞置于 40 ℃水浴中，使其迅速融化; 以 1300 r /min 转
速离心 3 min，移除上层清液，用 1 mL 培养液吹吸沉淀，分散均匀后，转入培养皿中，再加入 9 mL
DMEM培养液; 置于在 37℃，5%( 质量分数) CO2培养箱中培养．
细胞的培养与传代: 每隔 24 h换取新的 DMEM培养液． 待细胞铺满板底后进行传代． 首先吸出隔
夜的培养液，用 1 mL PBS溶液洗涤细胞 2次，然后加入 1 mL胰酶消化液，于 37 ℃放置 5 min，用显微
镜观察细胞滑动，再加入 1 mL培养液，吹打细胞，将 2 mL液体转入离心管中，以 2000 r /min 转速离
心 2 min，吸掉上层清液，加入 2 mL培养液，均匀吹打细胞沉淀，另取 2 个干净的培养皿，分装 1 mL
细胞液，再加入 9 mL培养液，继续培养．
细胞的冻存: 细胞的培养与传代步骤同上，吸掉上层清液，加入 2 mL 冻存液，均匀吹打细胞沉
淀，然后转移到冻存管中，于－80 ℃保存．
1．2．2 收集细胞 先将加药处理后的细胞培养上层清液弃除，用 1 mL PBS 缓冲液洗涤细胞 2 次，吸
除 PBS缓冲液，加入 300 μL裂解液，裂解 15 min后，用干净的细胞刮刮取细胞液体到小离心管中，超
声破碎 20～30次后，以 13000 r /min转速离心 10 min，取上层清液，于－80 ℃保存．
将 12 g三羟甲基氨基甲烷( Tris) 加入 900 mL超纯水中，调节 pH= 7. 4，定容至 1 L，于 121 ℃高压
灭菌 20 min，得到 Tris-HCl缓冲液．
6041 高 等 学 校 化 学 学 报 Vol．40
取 250 μL甘油、250 μL 20% ( 体积分数) 聚乙二醇辛基苯基醚( Triton) 、250 μL 氯化钠和250 μL
Tris-HCl缓冲液，按体积比 1 ∶ 100加入蛋白酶抑制剂，得到细胞裂解液．
1．2．3 MTS法测定细胞存活率 吩嗪硫酸乙酯( PES) 溶液的配制: 称取一定量的 PES 粉末，配制成
10 mg /mL的水溶液，用 0. 22 μm滤膜过滤除菌，避光于－20 ℃保存．
杜氏磷酸缓冲溶液( DPBS) 的配制: 向 1 L 容量瓶中加入约 900 mL 去离子水，将 0. 2 g 氯化钾、
8 g氯化钠、0. 2 g 磷酸二氢钾和 1. 15 g 磷酸氢二钠溶解于水中，定容至 1 L． 用盐酸或氢氧化钠调整
pH= 7. 35. 然后，加入 100 mg氯化镁和 133 mg氯化钙，混合均匀．
MTS溶液的配制: 取 50 mL的小管，外层用铝箔纸包裹，量取 21 mL DPBS溶液，加入 42 mg MTS
粉末，使其彻底溶解，置于 4 ℃摇床上振荡 12 h． 用盐酸调节 pH = 6. 5，再用 0. 22 μm 的滤膜过滤除
菌，避光于－20 ℃保存，使用前按体积比 1 ∶ 100加入 10 mg /mL PES溶液．
取对数生长期的细胞，消化后，将细胞液稀释为 1×105 Cell /mL，接种到 96孔板中，然后置于培养
箱中让细胞贴壁生长 12 h后，再加入药物处理． 其中，药物组每孔加入 90 μL 细胞液和 10 μL 不同浓
度的姜黄素，对照组每孔加入 90 μL 细胞液和 10 μL 不同浓度的 DMSO，药物空白组每孔加入 90 μL
DMEM培养液和 10 μL不同浓度的姜黄素，对照空白组每孔加入 90 μL DMEM培养液和 10 μL不同浓
度的 DMSO． 每个浓度设置 6个平行组，置于培养箱培养 60 h后，每孔加入 20 μL MTS溶液，避光孵育
3 h后，用酶标仪测定 490 nm处吸光度值． 细胞存活率( Cell survival rate，%) 按下式计算:
Cell survival rate =
As － As0
Ac － Ab
× 100% ( 1)
式中: As为加药组的吸光度值; As0为加药组的空白对照; Ac为对照组的吸光度值; Ab为对照空白组的
吸光度值．
1．2．4 SOD含量的测定 将加药处理后的细胞培养上层清液转移到离心管中，以 1000 r /min转速离心
20 min，除去细胞碎片和杂质后，取上层清液，按照试剂盒操作说明测定 450 nm 下的 OD 值，根据用
标准曲线计算样品中 SOD的含量．
1．2．5 MDA含量的测定 将加药处理后的细胞培养上层清液转移到离心管中，以 1000 r /min 转速离
心 20 min，取上层清液，按照试剂盒操作说明测定 450 nm下的 OD值，按照标准曲线计算样品中 MDA
的含量．
1．2．6 乳酸含量的测定 样品中的乳酸在体系内酶催化下发生反应，其产物再与探针相互作用，最终
形成有色物质． 取细胞裂解液，按照试剂盒操作说明测定 570 nm 处的 OD 值，按照标准曲线计算样品
中乳酸的含量．
1．2．7 乳酸脱氢酶活性的测定 按照试剂盒操作说明进行操作，取细胞裂解液进行活性测定． 乳酸脱
氢酶催化烟酰胺腺嘌呤二核苷酸( NAD) 还原生成 NADH，NADH与体系内其它物质反应会生成有色物
质，在 450 nm处产生最大吸收峰． 此过程共持续 25 min．
1．2．8 丙酮酸激酶活性的测定 样品中的丙酮酸激酶会通过偶联酶促反应生成有色物质，在其最大吸
收峰 570 nm处检测． 按照试剂盒操作说明，取细胞裂解液进行检测． 此过程共持续 25 min． 最后根据标
准曲线计算酶的活性大小．
1．2．9 统计学分析 使用统计学软件( SPSS 19. 0) 进行分析． 每组实验重复 3次，用 t检验考察组间有
无显著性差异( P＜0. 05) ．
2 结果与讨论
2．1 姜黄素对 KYSE410细胞生长的抑制作用
通过显微镜观察分别加入 100 μmol /L DMSO( 对照组) 和 100 μmol /L 姜黄素( 实验组) 12 h 后的
KYSE410细胞生长情况，如图 1所示． 可见，对照组中细胞贴壁，生长紧密，状况良好［图 1( A) ］; 而
实验组中细胞未增多，且成片地悬浮在培养液中，基本全部死亡［图 1 ( B ) ］，因此判断姜黄素对
KYSE410细胞的生长有抑制作用．
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Fig．1 Proliferation of KYSE410 cells after treated with DMSO( A) and 100 μmol /L
curcumin( B) for 12 h
在显微镜下观察 96孔板，发现高浓度的姜黄素使细胞体积变小，形态变得更圆，细胞基本都单个
分散开． 实验设置了 6个姜黄素浓度梯度，从 6. 25 μmol /L逐渐增加到 100 μmol /L． 表 1数据表明，加
药处理 60 h后，6. 25 μmol /L的姜黄素对细胞生长影响很小，而 50 μmol /L的姜黄素已经使细胞基本
全部死亡． 通过软件计算可知，对于 KYSE410 细胞，加药处理 60 h 后，姜黄素的半抑制浓度( IC50 ) 为
17. 9 μmol /L．
Table 1 Inhibitory effects of curcumin on growth of KYSE410 cells
c( Curcumin) / ( μmol·L－1 ) Time /h Inhibition ratio( %)
6. 25 60 4. 12±0. 42
12. 5 60 33. 60±0. 48
25 60 80. 05±0. 91
50 60 96. 73±2. 38
100 60 98. 45±2. 01
2．2 姜黄素对 KYSE410细胞 SOD及MDA含量的影响
由表 2可见，加入姜黄素后，细胞 SOD表达水平下降，并且姜黄素浓度越高，SOD表达水平越低．
当姜黄素浓度为 40 μmol /L时，SOD水平比对照组低 43. 2%，表明高浓度的姜黄素促进了癌细胞体内
的氧化水平． 加入姜黄素后，细胞 MDA水平上升，且姜黄素浓度越高，MDA 水平也越高． 当姜黄素浓
度为 40 μmol /L 时，MDA 水平比对照组高 125. 1%，表明当姜黄素浓度变高时，对细胞起到促氧化的
作用． 这与 SOD含量测定结果一致．












DMSO 44. 46±6. 30 12. 01±1. 62 5. 25±0. 01 60. 32±8. 87 ( 0. 140±3. 8) ×10－5
10 μmol /L Curcumin 36. 12±4. 67 16. 01±2. 52 4. 00±0. 05 93. 48±2. 15 ( 0. 127±6. 7) ×10－9
20 μmol /L Curcumin 28. 39±4. 09 21. 02±2. 53 2. 63±0. 03 130. 19±3. 65 ( 0. 126±8. 1) ×10－5
40 μmol /L Curcumin 24. 22±3. 39 27. 63±3. 01 1. 99±0. 03 190. 44±3. 72 ( 0. 041±4. 8) ×10－6
2．3 姜黄素对 KYSE410细胞乳酸( Lac)含量的影响
瓦伯格效应［29］表明，肿瘤细胞优先利用糖酵解途径，代谢产生大量乳酸，营造酸性环境． 由表 2
可见，加入姜黄素后，细胞产生的乳酸量减少，并且姜黄素浓度越高，产生的乳酸越少． 当姜黄素浓度
为 40 μmol /L时，乳酸含量比对照组减少了约 44. 4%，推测姜黄素抑制了癌细胞的代谢，使癌细胞所
需能量减少，导致生长率受到抑制．
2．4 姜黄素对 KYSE410乳酸脱氢酶( LDH)及丙酮酸激酶( PK)活性的影响
由表 2可见，姜黄素可使细胞内乳酸脱氢酶的活性下降，并且随着姜黄素浓度的升高，乳酸脱氢
酶的活性越来越低． 当姜黄素浓度为 40 μmol /L 时，乳酸脱氢酶的活性比对照组降低了 58. 2%，与乳
酸含量测定结果相符，这说明姜黄素可能通过抑制乳酸脱氢酶的活性来抑制 KYSE410细胞的代谢，降
低其增殖率．
由表 2 可见，随着姜黄素浓度的升高，丙酮酸激酶的活性越来越高． 当姜黄素浓度为 40 μmol /L
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研究结果表明，姜黄素可以抑制食管癌 KYSE410细胞的增殖，其 IC50 = 17. 9 μmol /L． 姜黄素可以
降低 KYSE410细胞中 SOD的表达水平，进而引起 MDA水平的升高． 此外，姜黄素还可抑制乳酸脱氢
酶的活性并增强丙酮酸激酶的活性，从而抑制糖酵解降低肿瘤细胞的乳酸水平． 因此，姜黄素可通过
多种途径发挥抗肿瘤作用．
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Effects of Curcumin on Growth and Oxide Ｒegulation of
Esophageal Cancer KYSE410 Cells
ZHOU Xinyuan，HONG Jiaxin，HE Shaobing，ZHANG Lianru*
( State Key Laboratory of Cellular Stress Biology，School of Life Sciences，Xiamen University，Xiamen 361102，China)
Abstract This work took esophageal cancer KYSE410 cells as the research object．［3-( 4，5-Dimethylthiazol-
2-yl ) -5-( 3-carboxymethoxyphenyl ) -2-( 4-sulfophenyl ) -2H-tetrazolium ( MTS ) method and some other
techniques were used to study the effect of curcumin on growth and metabolism of KYSE410 cells． The results
show that curcumin strongly inhibited growth of KYSE410 cells and half maximal inhibitory concentration
( IC50 ) was 17. 9 μmol /L． Besides，the level of superoxide dismutase ( SOD) decreases to 43. 2% and the
malondialdehyde( MDA) increases to 125. 1%． Also，the level of lactate decreases to 44. 4% and the activity
of lactate dehydrogenase decreases to 58. 2% and the activity of pyruvate kinase increases to 216. 7%． It is
presumed that curcumin has strong suppressed effect on this kind of cell． Curcumin can interfere oxidative
stress and inhibit glycolysis by decreasing activity of lactate dehydrogenase and increasing activity of pyruvate
kinase．
Keywords Curcumin; Esophageal cancer; KYSE410 cell
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